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論 文 内 容 要 旨
緒論
始原生殖細胞(PGCs)はマウスにおいて、胎齢7.25日(7.25dpc)頃に初め
て検出され、その後、後腸、腸間膜の移動を経て、10.5から12.5dpcに生殖
巣原基である生殖隆起に到達 し、生後、配偶子へ分化 していくことが知 られて
いる。 しか しながら、このPGCsの 決定の時期および分化 に関わる分子機構等
はほとんど明 らかにされていないのが現状である。
PGCsは分化過程 においで、ゲノムの後生的な修飾を受けることが知 られて
お り、その結果として核の発生能が変化すると考えられている。実際、調べ ら
れている14.5日胚以降のPGCs核 においては、体細胞核で示される正常な発
生能を失 っていることが明 らかとなっている。そういった後生的な修飾の一つ
にゲノム刷 り込み遺伝子の脱メチル化があげ られ、この現象 もまた、PGCsの
発生過程で特異的に生 じる現象であると考えられている。こういったことから、
この機構の解明は生殖細胞 に特異的な核の発生能の変化を含むPGCsの 分化機
構の一端を明 らか にするものと考えられる。そこで、この機構を解明 して行 く
に先駆けて、まず現在明 らかにされていないゲノム刷 り込み遺伝子の脱メチル
化の時期の特定を目的として本研究を行った。
ゲノム刷 り込み遺伝子の一つであるマウスのインス リン様成長因子ll型受容
体遺伝子1gf2rは母親ア レル特異的な発現を示 し、 この遺伝子 内に存在する
dlfferentiallymethylatedregion(DMR)2と呼ばれる領域の母親アレル特異的
なメチル化がその発現に必須であることが知 られている。ゲノム刷 り込み遺伝
子の片親ア レル特異的なメチル化は生殖細胞発生過程で一度脱メチル化され、
その後の卵子および精子の形成過程で再び異なるメチル化修飾を受けると考え
られて いる。実際、この遺伝子のDMR2の メチル化状態が解析 された結果、
13。5dpc以降のPGCsではすでに脱メチル化状態にあることが示 されている。
しか しなが ら、それ以前の発生段階においてはPGCsの みを純化する有効な手
段がなかったため、その時期におけるPGCsの メチル化状態は明らか にされて
おらず、従って脱メチル化の時期も明 らかにされていない。
そこで、PGCs特異的にGFP(greenfluorescentprotein)を発現する トラン
スジェニックマウスを用いて、PGCsの純化を試み(第一章)、純化 したPGCs
を用いて、まずは、'g62rDMR2内のメチル化部位のうち配偶子形成過程で最
も早い時期にメチル化されて くるHρallsiteH3のメチル化状態を解析 した(第
二章)。さらにこの領域内の脱メチル化がどのように生 じているかを知るため
に、もう一つのHρa11siteH4のメチル化状態の解析(第三章)、および同一個
体 におけるこれ らのサイ ト間のメチル化状態の比較を行 った(第四章)。その結
果、これ らのサイ トは移動期のPGCsで メチル化状態を示 し、生殖隆起に到達
したPGCsで 脱メチル化を開始することが初めて明らか とな り、また、これ ら
のサイ ト間で脱メチル化の開始および完了は同調的に生 じず、完了の時期はH3
韓よびH4で それぞれ13.5および16.5dpcであることが明らかとなった。
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参考10C橘 ～GFPトランスジ:=ニックマウス胚の各発生段階におけるP6CSの局在
8.OB胚では尿膜基謬、9.0臼胚では後鵤、織5日胚雌雄では生鏡鍵内にGFP発琉細胞としてPGCSが厩黛される。
それ らのPGCs局 在領域を切除し(各 発生段階において切除したPGCs局在領
域はTable1,2に示 した)、解離 した後、マイクロマニ ピュレータ・一でGFP発
現細胞を拾 い集めることによ り、8.5dpc以降の一胚か らメチル化状態の解析
に必要な100個 の細胞を集めることが可能であった。集めた細胞は全てGFP
発現細胞であることを確認 した後にメチル化状態の解析に用いた(Fig.1A,B)。
FiglPGCspurifiedfromOct-
4/greenfluorescentprotein(GFP)
transgenicembryo.(A,B)An
exampleofasampleusedfora
Hpall-PCRassayPGCscollected
fromanembryoat125dpcwere
observedunderafluorescence
invertedmicroscopewithfluorescein
isothiocyanate(FITC)filter(B).(A)is
acorrespondingphasecontrast
imageAllcellswereGFP-positive
Asmallaliquotofthesamplewas
stainedforalkalinephosphatase
(ALP)(E).Aphasecontrast(C)and
fluorescenceimage(D)areshown.
AllofGFPexpressingcellswere
ALP-positive
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また、実際に、.これ らのGFP発 現細胞をPGCsの マーカーであるアルカ リ
性ファスファターゼ(ALP)で染色 したところ、全ての細胞がALP活 性陽性を示
し、確かにPGCsで あることが確認された(Fig.1C,D,E)。この結果か ら、rこれ
まで純化困難であった発生段階のPGCsの 純化が可能 とな り、このマウスおよ
び方法は今後のPGCsの分化に関わる研究に有用な手段 となることが示された。
第二章 移動期および生殖隆起 に局在 したPGCsにおける'gf2rDMR2内の
月ρ∂IIslteH3のメチル化状態の解析
勺紹rDMR2内には複数の 称)allの認識配列(C¢GG)が存在 し(以下の参考2A)・
これまでに配偶子形成過程 におけるそれ らのメチル化が調べられている。その
結果、これ らのサイ トは13.5dpc以降の雌雄の生殖細胞ですでに脱メチル化
状態にあり、その後 これらのサイ トのうちH3が 出生後10日 齢の成熟期卵母
細胞でメチル化され、H4が 受精後の雌性前核でメチル化されるが、その一方
でこれ らのサイ トは精子形成を通 して脱メチル化状態にあることが知 られてい
る(以下の参考2B)。
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ADMR1、 およ びDMR2は メチ ル 化 を受 け うる配 列で あ るCG配 列 に富むCGア イ ラ ン ド様 の領 域 で ある。 これ らの うち
でDMR2が 配 偶 子形 成 過程 で雌 で 特異 的 に メチ ル化 を受 け る ことが 知 られ て いる。Hj・4はDMR2内 にあ る4つ の メチル
基 感 受性 制 限酵 素 ゆallの認 識(CCGG)配列 を示 して いる。 我 々は これ らの うち のH3お よびH4を実 験 に用 い た。 矢尻 が本
実 験 に用 い たプ ラ イマ ー を示 す。(図はBirger,Y.,et.aL,1999.より、← 部 改変)
B配 偶 子 形成過 程 の生殖 細 胞 にお け る この領 域 のメ チル 化状 態 は、13.5日胚 の雌 雄 のPGCsで 脱 メチ ル化 状 態 にあ り、雄 で
は配偶 子 形成 過 程 を通 して この脱 メチル 化 状態 は保 たれ る 、そ の一 方で 、 雌で は(H3にお いて)出生10日 後 の新 生 仔 由来 の
卵 母細 胞 で メチ ル 化 され て くる こ とが 明 らか にされ て いる 。(図はUeda,T.,1998.より、 一部 改 変)
そこで、脱メチル化が開始する時期および完了する時期を特定することを
目的として、純化可能であった8.5dpc以降のPGCsについて、まずはじめに
レ ぐ レ ・(
畷3kb一 一繭一一 一 一一一 一 ■→
13SdpcPGCsspermatid
纏 ○→ひo鬼 晦 ⑤
ウ(D→(≡)
一so一
よ り早い時期 にメチル化されてくるH3の メチル化状態を ゆ ∂II-PCR法(以下
の参考3に その原理を示 した)に より解析 した。
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参考3Hpall-PCR法の原理
Hpall-PCR法とはHpallなどのメ
チル基感受性制限酵素で処理 したゲ ノ
ムDNAを その酵素の認識配列(CG
配列;図中のH)を挟むように設定 した
プライマーでポ リメラーゼ鎖反応
(polymerasechainreaction;PCR)
を行 うことによ り、そのCG配 列にお
けるメチル化状態を解析する方法 であ
る。 このとき、目的と したCG配 列が
メチル化状態にあればDNAは メチル
基感受性制限酵素により切 断され ず、
その結果PCRに よ り増幅される。一
方で、そのCG配 列が脱メチル化状態
にあればDNAは 制限酵素によ り切断
されるため、PCR産物 は得 られな く
なる。つまり、この方法ではメチル化
状態にあるDNAで のみPCR産 物が
得 られることにより、メチル化状 態が
解析できる
実験を始めるにあたり、PCR産物が飽和 していない条件によりメチル化状態
を定量的に評価するため、PCRサイクルの検討を試みた。得 られたDNAを 二
等分 し、一方をHρall処理(+)し、残 りを 伽all非処理(一)とした後、それ らを
さらに三等分 し、それぞれ、34,38および42サ イクルでH3特 異的プライマ
ーを用 いPCRを行 った(Fig.2B)。PCR産物量をデンシ トメ トリーで数値化 し、
吻 ∂1トで得 られたシグナル強度を比較 したところ、これ らのサイクルでPCR
産物は対数的に増幅されており、38サ イクルで飽和 していないことが示され
たので、以下の実験は38サ イクルに設定 して行 った(Fig.2B)。この方法では
ゆall一で得 られるPCR産 物量が、両ア レルとも完全にメチル化状態にある場
合に得 られるものに対応すると考えられる。実際に、母親アレルのみが完全に
メチル化状態にある体細胞(soma)においてPCR産 物量を数値化 したところ、
θρall+のシグナル強度はHρall一の約50%と な り、この方法でメチル化状態
を定量的に評価できると考えられた(Fig.2c)。
移動期(8.5および9.5dpc)から生殖隆起に局在 した(10.5-13.5dpc)発生段
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階の雌雄それぞれの胚から純化 したPGCsに おけるこのサイ トのメチル化状態
を解析 したところ、得 られたシグナルは8.5-10.5dpcでメチル化状態にある
体細胞 と同程度で あ り、11.5dpc以降で ステー ジが進む につれ弱くな り、
13.5dpcでは調べた全ての胚でみられなくなった(Fig.2へ、Table1)。さらに
シグナルを数値化 し、メチル化状態を定量的に評価 した結果、8.5-10.5dpcの
PGCsでは体細胞と向様の約50%の メチル化を示 し、11.5♂および12.5dpc
では50%よ り有意に低く、13.5dpcでo%となった(Fig.2c)。また、脱メチ
ル化の完了を示す個体は」1・5dpcの雄ですでにみ られ・12・5"pc、でも雄の
ほうが脱メチル化を示す個体の割合が高かった(Table1)。
これ らのことから、このサイ トにおいては8.5および9.5dpcの移動期およ
び生殖隆起 に入った10・5dpcのPGCsではメチル化が保たれ、11・5dpcで脱
メチル化が開始 し、'それ以降で脱メチル化は進行 レ、13.5dpcで完了すること
が明らかとなった。ー また、脱 メチル化 の完了は雄で よ り早 く生 じている可能性
が示唆された。・
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Fig.2.MethylationchangesofNpallsite3inIgf2rdifferentiallymethylatedregion(DMR)2in
developingPGCs.(A)ゆalトPCRmethylationassayofthesite3usingmaie(♂)orfemale
(♀)PGCscollectedfromindividualemb甲Qsat8.5-13.5dpc.DNAextractedfrom
approximately100PGCsor100embryonicsomaticcells(soma)wasdividedintotwoaliquots
andwastreatedwith(+)orwithout(一)Hpall,whichwereassayedformethylationbyPCRwith
primerpairsspecificforsite3.PCRsignalforsomaticsellsshouldrepresentfullymethylated
maternaトallele.1nthlscase,no.signalswereobservedfor12.5♂and13.5dpc.(B)Effects
ofdifferentPCRcyclestosignalintensity.IntensityofPCRsignalsobtainedfromHpall(一)
DNAamplifiedfor34,38and42cycles,wasmeasuredbydensitometoryandwasploted.In
thisrangegfPCRcycles,PCR一isnotsatu旧ted,(C)Methylatlonsセatusofs仕e3estlmated
fromrelativeintensityofsignalsinmale(♂)orfemale(♀)PGCsat8.5-13.5dpcandin
somaticcells(soma).ThehistogrampresentstherelativeintensityofsignalsfromHpall-
treatedtemplate.IntensityofisignalsfromeachHpall-untreatedtemplateis100%.Errorbars
represents.d.SignalsinPGCsat8.5-10.5dpcaresimilartothatinsomaticcells.In11.5dpc
onwards,signalsgraduallydecrease,anddisappearat13.5dpc.
一63一
第三章 移動期および生殖隆起に局在 したPGCsにおける'gf2rDMR2内の
Hρ∂llサイ トH4の メチル化状態の解析
卵子形成過程におけるメチル化に関 してはH3とH4の 間でメチル化される
時期が異なるが、脱メチル化においてもこれ らのサイ ト間で開始する時期およ
び完了する時期に違いがあるのかどうかをH4の メチル化状態を解析すること
により調べた。
本実験 においてもPCR産物が飽和 していない条件を検討 し、以下の実験は全
て38サ イクルの条件に設定 して行った(Fig.3B)。移動期の8.5dpc以降の発
生段階の雌雄それぞれの胚か ら純化 したPGCsに おけるこのサイ トのメチル化
状態を解析 した結果、得 られたシグナルは8.5および9.5dpcで体細胞と同程
度であり、10.5dpc以降ではやや弱まる傾向を示すが、それ らのシグナルはH3
とは異な り、15.5dpcまで保たれ、16.5dpcで調べた全ての胚でシグナルが
み られなくなった(Fig.3A,Table2)。H3と同様 にメチル化状態を定量的に評
価 し、グラフ化 したところ、8.5および9.5dpcのPGCsでは体細胞と同等か
あるいはそれ以上の値とな り、10.5dpc以降ではその値は徐々に減少 していき、
16.5dpcでo%にな った(Fig.3c)。また 、 この サ イ トにおい て は 、雌 雄 と も に
10.5dpcですでに脱メチル化の完了を示す個体がみられ、そのような個体の割
合は10.5-12.5dpcではほぼ変わ らないが、13.5dpc以降で徐々に高くなっ
ていった(Table2)。雌雄間においては、その割合 に差のある傾向は見られず、
シグナルの得 られたものについてもそれ らの強度 にそ ういった傾向は見 られな
かった(Table2)。
これ らのことからこのサイ トにおいては8.5および9.5dpcの移動期のPGCs
ではメチル化が保たれ、生殖隆起に入った10.5dpcで脱メチル化が開始 し、
それ以降のステージで緩やかに進行 し、16.5dpcで完了することが明らかとな
った。また、脱メチル化完了を示す個体はH3と 比較 してより早い時期からみ
られ、雌雄間では差がないことが示唆された。
一64一
Ad'
〆.〆騨 馨 「 〆 〆 〆 〆 ぜボ〆腎 一 馨 「「軍 「「T一=■「胃
侮 帆鉱
?
?口
丁老
ノ ノ 〆 ぐメ 〆 〆 ♂ボ〆1〆
ヒ軍「=「マー=「「T一=「;「=「T「=「‡旧=『「T一=「T『=「『T一=「
♀ ■■ 囲 ■■國 ■囲 躍躍翻 翻 醒躍 一 翻■膣翻 ■ 国 灘
r
B ?
???
16.5dpc
soma
??
?
??
?
?
?
?
?
?
〉
?
?
?
10
5
1
4-8 .5dpc
一一ｮｰ一16
.5dpc
蝉 ◎淵soma
34 3842
No.ofcycles
C
?
》
??
?
?
↑。
?
。??
???
。?
?。?
?
80
70
so
50
40
30
20
10
0
懸 ?
?
?
?
?
?
ー
?
?
8.59.510.5
　
講
11.5
?
12.5
…辮
13.5
?
?
14.5
?
?
?
?
＼.
15.516.5soma
dpc
Fig.3.MethylationchangesofHpallsite4inIgf2rDMR2indevelopingPGCs.(A)Hpall-PCR
methylationassayofthesite4usingmale(♂)orfemale(♀)PGCscollectedfromindividual
embryosat8.5-16.5dpc.MethylationassaywasperformedbyPCRwithprimerpairsspecific
forsite4.Inthiscase,nosignalswereobservedfor16.5dpc.(B)EffectsofdifferentPCR
cyclestosignalintensity.Asforsite3,inthisrangeofPCRcycles,PCRisnotsaturated.(C)
Methylationstatusofsite4estimatedfromrelativeintensityofsignalsinmale(d')orfemale
(♀)PGCsat8.5-16.5dpcandinsomaticcells(soma).SignalsinPGCsat8.5and9.5dpc
arecomparabletothatinsomaticcells.In10.5dpconwards,signalsgraduallydecrease,and
disappearat16.5dpc.
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Table2.MethylationassayforHpallsite4inIgf2rDMR2
Stage
LocationNo.ofNo.ofEmbryos
ofPGCsSexEmbryosaWithoutSignalsb
8.5dpcHindgut
9.5dpc
10.5dpc
11.5dpc
12.5dpc
13.5dpc
14.5dpc
15.5dpc
16.5dpc
Dosal
Mesentery
Genital
ridge
Genital
ridge
Genital
ridge
Genital
ridge
Genital
ridge
Genital
ridge
Genital
ridge
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
eNumberofembryosfromwhichPGCswerecollected
bNumberofembryoswhichdidnotshowPCRsignalsfrom
Hpall-treatedDNA
第四章 同一個体か ら得たPGCsにおける'gf2rDMR2内の二つの
HOallsiteH3およびH4の メチル化状態の比較
第二章および第三章の結果か らH3お よびH4に おいては、調べた全ての個
体で脱メチル化の完了がみ られる時期に差異があ り、H3に おいて、よ り早い
ことが示された。一方、これらのサイ ト間で、は じめに脱メチル化完了を示す
個体の現れ始めるのはH3で11.5dpcに対 し、H4で は10.5dpcである。こ
れ らの結果の一見 した食い違いは、個体 における脱メチル化完了の時期が反映
されたためである可能性が考え られる。そこで これ らのサイ ト間における脱メ
チル化の進行 および完了がどのように生 じているかをさらに明 らかにするため
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に、同一個体 におけるH3お よびH4の メチル化状態の解析を行った。
12.5-14・.5dpcでメチル化状態を比較 したところ、H3お よびH4と もに脱
メチル化を示す個体、H3の み脱メチル化を示す個体、およびH3お よびH4と
もにメチル化を示す個体はみ られたが、その一方でH4の み脱メチル化を示す
ものはみ られなかった(Fig.4)。この結果から、同一個体におけるこれ らのサ ,
イ ト間の脱 メチル化は同調的 に進行 していくものではな く、H3の ほうがH4
よりも早く進行 し、その完了もH3で よ り早く生 じていることがさらに確かめ
られた。
?????
??
13.5dpc
12
一 一
十 一 一1一
■圏翻 ■■翻
14.5dpc
12
一 一十 一 十 一
■国 ■■國
H4■■■匿圏暫■■■國 ■■1圏團 ■■麟調匿国 ■■■国■■ ■
n=1n=3n=1n=2n=6n=4n=4
Fig.4.MethylationstatusofHpallsite3andsite4inlgt2rDMR2inPGCsfromthesame
embryos.DNAextractedfromapproximately200PGCscollectedfromindividual
embryosat12.5-14.5dpcwasdividedintotwoaliquotsandwastreatedwith(+)or
without(一)Hpall.Thereafter,eachsamplewasfurtherdividedintotwoaliquotswhich
wereamplifiedbyPCRwithprimerpairsspecificforsite30rsite4,respectively.
Patternsofsignals丘om冠ρヨlltreatedsamplesfor月ρallsite3(H3)and.冠ρallsite4(H4)
canbeclassifiedtothreetypes,typel:bothsitesdonotshowsignal,type2:0nlyH4
showssignal,type3:bothsitesshowsignal.Allthreetypeswereobservedfor12.5
dpc,whiletypelandtype2werefoundfor13.5and14.5dpc.Typicalresultsforeach
stageareshown.Thenumberofthesamplesofeachtypewasshownonthebottomof
thefigure.
第五章 総括
①Oct-4/GFPトランスジェニックマウス胚からGFP発 現細胞を選別する
ことにより、これまで純化困難であった移動期の8.5dpc以降のPGCsの純化
が可能とな った。
② 移動期および生殖隆起に局在 したPGCsにおける'ぴ2rDMR2内のHρall
siteH3のメチル化状態の解析を行い、8.5および9.5dpcの移動期のPGCs
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および生殖隆起に入った105dpcのPGCsで はメチル化が保たれ、11.5dpc
で脱メチル化が開始 し、それ以降で脱メチル化は進行 し、13.5dpcで完了する
ことを初めて明らかとした。
③ さらに、'gf2rDMR2内のHρallsiteH4のメチル化状態の解析を同様に
行い、 このサイ トではH3と 異なり、脱メチル化は10,5dpcで開始 し、それ以
降で緩やかに進行 し、16.5dpcで完了することを明らかにした。
④ 同一個体か ら得たPGCsについてH3お よびH4の メチル化状態を比較
した結果から、これ らのサイ ト間において、脱メチル化は同調的に進行 してお
らず、その完了はH3の 方がH4よ り早く生じていることがさらに示唆された。
以上のことか ら、PGCs発生過程 におけるゲノム刷 り込み遺伝子'gf2rの
DMR2の脱メチル化は生殖隆起に局在 した以降で生 じ、その開始および完了の
時期は解析 した二つのサイ トで異なることが示された。また、これ らの結果か
ら、この'gf2rのDMR2の脱メチル化はサイ トごとに制御 されている可能性が
示唆された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
本論 文は始原生殖細胞(PGCs)発 生過程 におけるゲノム刷 り込み遺伝子 における脱 メチル化の時期
を特 定す る ことを 目的 と して行 った実験結 果 をま とめ た もの である。 まず,PGCs特 異的 にgreen
∬uorescen七protein(GFP)を発現す るOct-4/GFPトランスジェニ ックマウスを用 い,蛍 光顕微鏡下で
マ イクロマニピュ レー ターを用いGFP発現細胞 を回収す ることに より,こ れ まで純化困難 であった移動
期以降のPGCsを純化可能 と した。
さらに純化 した移動期 お よび生殖 隆起 に局在す るPGCsについて,イ ンス リン様増殖因子H型 受容体
遺伝子(な プ2r)の親 ア レル特異的 なメチル化領域(DMR2)内 に存在 する2つ の珈 αH配列H3お よび
H4のメチル化状態 を個体 ご とに解析 した。その結果,調 べた全 個体 を平均 してみた場 合,移 動期 の8.5
お よび9.5日胚 のPGCsでは,こ れ らの メチル化部位 は ともにメチ ル化状態 にあ り,H3においてはその メ
チル化状態は生殖隆起 に到達 した10.5日胚 まで保たれ,11.5日胚で脱 メチル化が開始 し,そ れ以降の発
生段階で進行 し,13.5日胚 で完了 した。 また,H4に おいては,脱 メチ ル化の開始はH3よ り早 く,生 殖
隆起 に到達 した10。5日胚 であるが,そ の進行 は遅 く,完 了 は16.5日胚 であった。次 に,こ れ らの部位 間
における脱 メチル化 の進行お よび完了が どの よ うに生 じるかを明 らかにす るために,同 一個体 における
H3およびH4のメチル化状態の解析 を行 った。その結果,同 一個体におけるこれ らの部位 間の脱 メチル
化は,同 調 的に進行 す るもので はな く,H3がH4よ りも早 く進行 し,そ の完 了 もH3でより早 く生 じるこ
とが明 らか となった。 これ らの結果か ら,1912rDMR2の脱 メチ ル化 は,生 殖隆起 に移動後 に開始す る
こと,こ の領域内にある全 ての メチル化部位で同調的に生 じる ものではな く,そ の開始お よび完 了はメ
チ ル化部位 に より異 なるこ とが明 らか になった。
ピの ように本研 究 は,PGCsの分化 につい て有用 な手段 お よび新 たな知見 を提示 した ものである。 こ
の ことは応用動物科学分野 において高 く評価 される。 よって博士(農 学)の 学位 を授与 で きる もの と判
断 した。
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